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研究[1]表明，β-内酰胺类抗菌药物引发的速发型过敏反应
并非抗菌药物本身所致，而是与药物中存在的高分子聚合物
杂质有关。头孢氨苄收载于2010年版《中国药典》（二部）[2]，其
质量标准中未对高分子聚合物进行控制。为此，笔者建立了
以TSK-GEL G2000SWXL为色谱柱的高效分子排阻色谱法[3]分
析测定头孢氨苄中聚合物含量的方法，结果表明该法分离效
能高、检验周期短、结果准确可靠。

1 材料
LC-20AT高效液相色谱仪（日本岛津公司）。

头孢氨苄对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

130408-200710，纯度：94.4％）；头孢氨苄原料药样品（华北制
药河北华民药业有限责任公司，样品1：批号：20120101，纯度：

95.1％；样品 2：批号：20120102，纯度：95.2％；样品 3：批号：

20120103，纯度：95.2％）；乙腈为色谱纯，其他试剂均为分析
纯。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：TSK-GEL G2000SWXL（300 mm×7.8 mm，5 μm）；

流动相：0.005 mol/L 磷酸盐缓冲液 [0.005 mol/L NaH2PO4溶
液-0.005 mol/L Na2HPO4（39 ∶61，V/V）]-乙腈（95 ∶5，V/V），流速：

0.6 ml/min；检测波长：220 nm；进样量：20 μl。

2.2 溶液的制备及测定方法

取样品适量，精密称定，加水制成每 1 ml 中含头孢氨苄

2.0 mg的溶液，作为供试品溶液（临用新制）；另取头孢氨苄对

照品适量，精密称定，加水制成每1 ml中约含20 µg的溶液，作

为对照溶液。分别进样测定，按外标法以峰面积计算保留时

间小于头孢氨苄的杂质总量。结果见图1。

2.3 破坏试验

高温破坏：取头孢氨苄对照品溶液（2.0 mg/ml）10 ml，于

60 ℃水浴中放置10 min，取出，冷却至室温。

碱破坏：称取头孢氨苄对照品约 20 mg，置于 10 ml 量瓶

中，加 0.1 mol/L NaOH 溶液 1.0 ml 溶解，放置 1 min 后，加 0.1

mol/L HCl 1.0 ml，用水稀释至刻度。

酸破坏：称取头孢氨苄对照品约 20 mg，置于 10 ml 量瓶

中，加 0.1 mol/L HCl溶液 1.0 ml溶解，放置 4 h后，加 0.1 mol/L

NaOH 1.0 ml，用水稀释至刻度。

氧化破坏：称取头孢氨苄对照品约20 mg，置于10 ml量瓶

中，加3％H2O2溶液1.0 ml溶解，放置5 min后，用水稀释至刻度。

光破坏：取头孢氨苄对照品溶液（2.0 mg/ml）10 ml，于5 000

lx照度下放置8 h。

采用选定的色谱条件取上述溶液进样测定。结果表明，

破坏处理之后的样品杂质峰均有所增加，且各主峰前聚合物

峰均能与主成分峰充分分离，其保留时间与未破坏样品溶液

色谱图中的聚合物峰一致。色谱见图1。
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G2000SWXL，流动相为 0.005 mol/L磷酸盐缓冲液[0.005 mol/L NaH2PO4溶液-0.005 mol/L Na2HPO4溶液（39 ∶ 61，V/V）]-乙腈（95 ∶ 5，
V/V），流速为 0.6 ml/min，检测波长为 220 nm，进样量为 20 μl。结果：头孢氨苄检测质量浓度线性范围为 0.56～28.0 μg/ml（r＝

0.999 9），分析时间约为20 min，重复性较好（RSD＝2.4％，n＝6），以头孢氨苄计检出限为1.0 ng、定量限为3.0 ng。结论：本方法分

离效能高、检验周期短、准确可靠。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the content determination of polymers in cefalexin. METHODS：HPSEC

method was adopted. A TSK-GEL G2000SWXL column was used with mobile phase consisted of 0.005 mol/L phosphate buffer solu-

tion [0.005 mol/L NaH2PO4 solution-0.005 mol/L Na2HPO4 solution（39 ∶ 61，V/V）]-acetonitrile（95 ∶ 5，V/V）at the flow rate of 0.6 ml/

min. The detection wavelength was set at 220 nm and injection volume was 20 μ l. RESULTS：The linear range of cefalexin was
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tion and with accurate and reliable result.
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2.4 标准曲线的建立
精密称取头孢氨苄对照品适量，加水溶解并稀释制成系

列线性试验溶液，质量浓度分别为0.56、1.0、2.0、3.5、7.0、14.0、

28.0 μg/ml，进样测定，并以相应组分的色谱峰面积（A）对其质
量浓度（c）进行线性回归，得回归方程如下：A＝55 592c－

1 474.1（r＝0.999 9）。结果表明，头孢氨苄检测质量浓度线性
范围为0.56～28.0 μg/ml。

2.5 检测限及定量限试验
精密称取头孢氨苄对照品适量，分别用水稀释成每 1 ml

中含头孢氨苄10、5、2.5、1、0.5 μg的系列溶液，进样测定，按信
噪比为3测得头孢氨苄检测限为1.0 ng，按信噪比为10测得定
量限为3.0 ng。

2.6 精密度试验
取质量浓度为7.0 μg/ml对照品溶液连续进样6次，结果头

孢氨苄峰面积的RSD＝0.3％（n＝6），表明本法精密度好。

2.7 重复性试验
平行制备 6份供试品溶液，分别立即进样分析，测定聚合

物的总量。结果RSD＝2.4％（n＝6），表明本法重复性良好。

2.8 稳定性试验
取含头孢氨苄 2.0 mg/ml的供试品溶液适量，在室温下放

置，于0、1、2、3、4、5、6、7、8 h分别测定，8 h内杂质峰面积之和

逐渐增大，3～4 h增加较大，表明供试品溶液不稳定。因此供
试品溶液应临用新制。

2.9 样品中聚合物的测定
按“2.2”项下方法对3批样品进行检测，结果见表1。

表1 3批样品中聚合物测定结果
Tab 1 Results of content determination of polymers in 3

batches of samples

样品批号
20120101

20120102

20120103

聚合物含量，％
＜0.1

＜0.1

0.1

3 讨论
（1）缓冲液的选择。在前期试验中笔者对不同离子强度

的磷酸盐缓冲液作为流动相进行了考察，A为0.002 5 mol/L，B

为0.005 mol/L，C为0.01 mol/L。试验结果表明，A与C所检出
的杂质峰较少，B所检出的杂质峰较多且实现了主峰与杂质
峰间的有效分离，故选择0.005 mol/L磷酸盐缓冲液。

（2）流动相中乙腈比例的选择。分别选取乙腈比例为
5％、10％进行考察。结果，乙腈比例为 5％时检出色谱峰较
多，故流动相选用乙腈比例为5％。

（3）流动相 pH值的选择。头孢类抗菌药物在碱性、偏酸
性及酸性条件下极易发生聚合反应，测得的聚合物含量难以
反映样品本身的实际情况。故笔者参考2010年版《中国药典》

（二部）相关内容，采用pH值7.0的磷酸盐缓冲液为流动相。

（4）检测波长的选择。用二极管阵列检测器测定碱破坏
供试品溶液，采集到主峰前各高分子杂质峰的紫外光谱图，杂
质 1～3的最大吸收波长集中于 220～230 nm波长范围内；杂
质4未见明显吸收峰，但于240～200 nm波长范围内呈现递增
的吸收状态；杂质5于262 nm波长处呈现最大吸收，其吸收值
与220 nm波长处的吸收值较接近；头孢氨苄于257 nm波长处
呈现最大吸收，其吸收值亦与 220 nm 波长处的吸收值较接
近。为保证最大杂质检出量，检测波长定为220 nm。

（5）由于结构不同的聚合物通常具有相同的生物学特性，

且聚合物又具有高度的不均一性，因此在药品质量控制中只
需控制聚合物总量即可[1]。

（6）本方法与以葡聚糖凝胶Sephadex G-10作为分离介质
的分子排阻法[4]相比较，具有检验周期短（本文方法约20 min，

葡聚糖凝胶Sephadex G-10方法约为 60 min）、操作简单、分离
效果好的优点，这可能是因为TSK-GEL G2000SWXL系球型硅
胶基质在其表面通过共价键化学键合亲水基团构成的物质，

其吸附及分子筛效应强于Sephadex G-10葡聚糖凝胶颗粒。以
TSK-GEL G2000SWXL为色谱柱的方法是凝胶色谱发展的必然
趋势。
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图1 高效液相色谱图
A.供试品；B.对照溶液；C.高温破坏溶液；D.碱破坏溶液；E.氧化破坏溶

液；F.光破坏溶液；G.酸破坏溶液；1～7.聚合物；8.头孢氨苄；9.未知杂质

Fig 1 HPLC chromatograms
A. test sample；B. substance control；C. solution destroyed by high tem-

perature；D. solution destroyed by alkali；E. solution destroyed by oxi-

dant；F. solution destroyed by high light；G. solution destroyed by acid；

1-7. polymers；8. cefalexin；9. unknown impurity
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